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Inibidores contra as amostras de poliovírus do tipo 1, Mahoney e CHAT, 
foram estudados no sistema de gel de hidróxido de alumínio. O inibidor com
portou-se como uma macroglobulina do tipo 19 S (IgM), através filtração em 
gel (Sephaãex G-200), partição em DEAE-Celulose e sedimentação r̂ or ultra- 
-centrifugação em gradiente de sacarose. O inibidor foi ainda destruído através 
o tratamento com 2-Mercapto-Etanol.

O inibidor une-se à superfície do vírus na ausência de células. O complexo 
formado pelo vírus e o inibidor pode ser precipitado por um sôro preparado 
contra a globulina bovina; o mesmo complexo dissocia-se em idêntico valor de 
pH ao do complexo vírus-anticorpo 19 S.

A chamada infecciosidaãe residual (cêrca de 10%) que permanece após a 
neutralização de poliovírus com sôro bovino representa uma dissociação parcial 
do inibidor da partícula de vírus, quando em presença das células em cultura.

Foram obtidas amostras de vírus resistentes à ação específica de soros bo
vinos. Estas amostras permanecem sensíveis à ação de outros soros bovinos 
ativos, bem como à ação de anticorpos 7 S e 19 S.

Através experiências de adsorção de atividade inibidora, foi possível mostrar 
a existência de inibidores monoespecíficos, com diferentes especificidades contra 
as amostras CHAT e Mahoney, respectivamente.

INTRODUÇÃO

A ação inibidora de soros anim ais, n o r
mais sôbre a  m ultiplicação de virus e sua 
influência perniciosa em investigações so- 
roiógicas e em especial em testes de in ib i
ção da hem aglutinação, são de longa da ta  
conhecidas. Estas substâncias são classi
ficadas ou em função dos vírus sôbre os 
quais exerçam  sua ação, quer sôbre a  m ul
tiplicação dos mesmos, quer sôbre a sua 
capacidade h em ag lu tinan te  ou então  em 
função de sua própria  n a tu reza . E x a ta 
m ente esta na tu reza  ap resen ta  um a carac
terização a inda  incom pleta. Inicialm ente 
to rn a-se  necessário provar que a  atividade 
inibidora do sôro não está relacionada aos

im une-anticorpos adquiridos. Como ponto 
de referência, foi usado inicialm ente para  
esta  diferenciação a inativação da ação in i
b idora pelo aquecim ento a  56° C. No en 
tan to , freqüentem ente são observados, 
a través o uso de outros critérios de d iferen
ciação, a presença de inibidores term o-re- 
sisten tes. F inalm ente  não é possível d istin 
guir, algum as vêzes, os inibidores das im u- 
ne-globulinas, ou seja dos anticorpos, 
pela simples determ inação de sua n a tu re 
za. Assim sendo, existe n a  atualidade um 
quadro b astan te  variado de inibidores de 
d iferentes n a tu rezas e que agem de dife
ren tes m aneiras sôbre os vírus a  êles sen
síveis. Destas substâncias as m elhores es
tudadas são os inibidores da hem aglu tina-
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ção dos Myxovirus. Menos conhecidos e es
tudados são os inibidores presentes em so
ros anim ais que agem  sôbre a  m ultiplicação 
dos enterovirus, em  especial do vírus da 
poliom ielite. A presen te investigação refe- 
re-se unicam ente aos inibidores presentes 
em soros de anim ais e que são ativos 
contra enterovirus e baseia-se nos seguin
tes ía to s básicos, que servem de ponto de 
pa rtid a  ao trabalho .

Principalm ente em  soros de bovinos m as 
tam bém  no de eqüinos, são identificadas 
substâncias que im pedem  a  m ultiplicação 
do vírus da pólio. As descrições encon tra 
das n a  lite ra tu ra  sôbre a  caracterização 
destas substyncias, as colocam no grupo 
das im une-globulinas ou seja, poderiam  
tra ta r-se  de anticorpos. No en tan to  existem  
diferenças en tre  êstes inibidores e os a n ti
corpos n eu tra lizan tes . Assim, existem  
am ostras de vírus, pertencentes ao mesmo 
tipo sorológico, que são resistentes à ação 
inibidora de um  determ inado sôro bovino. 
Estas am ostras resistentes tan to  podem ser 
encontradas n atu ra lm en te , como seleciona
das pela m ultiplicação n a  presença do sôro 
inibidor. Por outro lado, m u tan tes  resis
ten tes aos an ti-soros tipo-específicos não  
foram  até o m om ento conseguidas. As m u 
tan tes  resistentes a  determ inado sôro dei
xam -se n eu tra liza r por outros soros bovi
nos em m aior ou m enor g rau . Não está  
bem definido, no en tan to , se am ostras de 
pólio vírus do mesmo tipo sorológico pos
suem  os mesmos pontos de união n a  su 
perfície do vírus p a ra  um  determ inado in i
bidor. E sta  observação m ostra  que o estu 
do dêstes inibidores poderia levar à con
fecção de um  sistem a de propriedades do 
capsídeo do vírus de ta l sorte que seria 
constituído um  esquema de identificação de 
am ostras, como por exemplo o de K auff- 
m ann-W hite p a ra  Salm onellas, seja no in - 
terêsse de investigações genéticas, seja sim 
plesm ente no interêsse do esclarecim ento 
dos aspectos funcionais e e s tru tu ra is  do 
capsídeo do vírus da  poliom ielite.

A presente investigação teve por ob jeti
vo analisar as relações en tre  inibidores de 
sôro bovino que possuem  especificidade de 
am ostras e o vírus da poliomeilite, em um  
sistem a in vitro, n a  ausência de células. 
Isso perm itiu  a  análise dos receptores do 
capsídeo de poliovirus em  um  sistem a, em 
que são elim inados os fatores de origem  
celular. A nalisou-se a inda  a na tu reza  do

inibidor de um a m aneira  m ais de ta lhada  
do que a té  então, bem como com parou-se a 
ligação dos inibidores aos vírus com a liga
ção dos im une-an ticorpos.

P a ra  um a p erfe ita  delineação d a  posição 
do trabalho , um a ráp ida  revisão de lite ra 
tu ra  será a  seguir ap resen tada:

Flexner e Lewis (8) d u ran te  o decorrer 
de investigações sôbre a soro terap ia  da po
liom ielite dem onstraram , já  no ano de 
1910, a  presença, no  sôro de cabras n o r
m ais, de fa to res te rm o-resisten tes (56° C, 
30 m inutos) os quais, da m esm a m aneira  
que os anticorpos, a fe tavam  a ínfecciosi- 
dade de m edulas de m acacos infectados 
com o vírus da  poliom ielite. Posteriorm en
te  investigações foram  possíveis quando da 
adap tação  do vírrus da poliomielite a  a n i
m ais de laboratório  (ra tos e cam undongos) 
por A m strong (2 ). H am m on e t a l. (11) in 
vestigaram  soros de anim ais selvagens e do
mésticos em relação a  sua ativ idade neu- 
tra lizan te  con tra  a  am ostra  Lansing e en 
con tra ram  nos anim ais domésticos um  t í 
tulo m ais elevado. Sabin e Fieldsteel (24) 
encon tra ram  no colostro e sangue de bovi
nos, substâncias tam bém  ativas con tra  a 
am ostra  Lansing. B arte ll e K lein (3) e Mc 
F erran  (19) dem onstraram  no sôro de bo
vinos , adultos, fatores de inibição contra  
todos os três  tipos de poliom ielite. Nos p ri
meiros estudos sôbre a  m ultiplicação de po
liovirus em cu ltu ra  de tecidos (23), de ter
m inou-se um a ação in ibidora do sangue de 
cavalo que tin h a  sido acrescentado como 
fa to r estim ulan te  do crescim ento celular. 
Substâncias sem elhantes foram  tam bém  
determ inadas em soros de coelhos (20, 26). 
Por outro lado, foram  dem onstradas, no 
sôro de hum anos, substâncias a tivas contra  
enterovirus de origem  bovina, com ação 
in ibidora da m ultiplicação. •

Algumas qualidades dos cham ados in ib i
dores presentes em soros de bovinos e eqüi
nos os aproxim am  b astan te  dos anticorpos, 
a  saber:

1 — Êles são form ados no organism o do
próprio an im al. Em  alguns casos e 
especialm ente em anim ais jovens, 
não  são dem onstráveis (19).

2 — Os inibidores possuem algum as vê-
zes um a a lta  especificidade (3, 19).

3 — Os inibidores são precipitáveis com
sulfato  de am ônio a m eia concen tra
ção, com portando-se como globuli-



Maic - Junho, 1968 Rev. Soc. Bras. M ed. Trop. 135

n as. Aparecem após filtração  com 
Sephadex G-200 n a  fração  das m a- 
croglobulinas (21).

4 — Os títu los alcançados individual
m ente  pelos anim ais são ex trem a
m ente  variados e surgem  duran te  
diferentes pontos do desenvolvi
m ento  .

5 — Investigações sôbre a  c inética da
neutralização  in vitro  perm item  a 
conclusão de que, na ausência de 
células, tam bém  ocorre a  união do 
inibidor com o antígeno (29). Take- 
m oto e t al. (27) não  puderam , com 
soros de eqüinos, dem onstrar um a 
ação in vitro  dos inibidores, o que 
foi no en tan to  posteriorm ente de
m onstrado (28).

Difícil to rna-se , no en tan to , o esclareci
m ento da  origem  dêstes inibidores. T en ta 
tivas de infecções de bovinos com polioví- 
rus resu lta ram  negativas (24, 32). Um a des
crição de Koprowski do isolam ento de po- 
liovírus das fezes de um  bovino com a  de
m onstração do aum ento  do títu lo  de a n t i 
corpos circulantes perm anece como ú n i
ca (veja Mc F erran  e t a l. (18).

Um a diferenciação en tre  os anticorpos 
tipo-específicos neu tra lizan tes e os in ib i
dores pode ser encon trada  nas descrições 
seguintes de diversos autores.

Após a descrição da técnica de p laca por 
Dulbecco e Vogt (5), investigaram  Take- 
mori e t a l. (29) a  form ação de p lacas de 
poliovírus tipo 1 e 2 n a  presença de agar 
contendo soros bovinos com inibidores. As 
placas que se desenvolveram  eram  m eno
res e em m enor núm ero do que no contro
le. Algumas placas possuiam, no en tan to , 
tam anho  no rm al. Pela passagem  destas ú l
tim as placas, obteve-se am ostras de vírus 
que não  m ais eram  sensíveis à  ação in ib i
dora do sôro bovino. H irst (13) conseguiu 
a través experiências de recom binação, m u- 
tan te s  duplas, as quais e ram  resistentes ao 
mesmo tem po a  um  sôro equino e um  
sôro bovino, partindo  de am ostras indivi
dualm ente resistentes a  um  e outro sôro, 
respectivam ente. Ledinko (15) conseguiu 
tam bém  m u tan tes  duplas, por técnicas se
m elhantes, as quais eram  resistentes à  ação 
de um  sôro de cavalo e de guan id ina . P a- 
gano e B õttinger (20) descreveram  um  sôro 
de bovino que era  ativo seletivam ente con
tra  a am ostra  de poliovírus a ten u ad a

CHAT (poliovírus tipo 1) e tam bém  ativo 
con tra  am ostras obtidas após a  vacinação 
de crianças com esta  am ostra a tenuada. 
Em  investigações posteriores Pagano et 
a l. (21) obtiveram  am ostras resistentes de 
CHAT. A resistência de um a am ostra de 
poliovírus con tra  os anticorpos neu tralizan
tes  tipo  específicos não foi a té  agora des
crita  .

MATERIAL E MÉTODOS

1 — Preparo das culturas de células

Tubos e garra fas contendo células de rim 
de m acaco Rhesus foram  preparadas se
gundo m étodos descritos por Youngner (33).

2 — Soluções

a  — P a ra  cu ltu ra  de células, foi usada 
um a solução a  0,5% de hidrolisado 
de lactoalbum ina (Biochemical Cor
poration) em solução de Hanks com 
5% de sôro bovino, bicarbonato de 
sódio e antibióticos. P a ra  a  m ulti
plicação de vírus, o meio não con
tin h a  sôro de bovino.

b — Tam pões: P a ra  adsorção de vírus ao 
hidróxido de alum ínio (30, 31), foi 
usado um  tam pão especial que cons
tou de um  tam pão de fosfato segun
do Sõrensen com a adição de 0,1 M 
T ris."H C l, pH 7,5. A m oiaridade do 
ta m p ã o , de fosfato foi a ju stada  a 
valores adequados (=  Tam pão fos- 
f a to /T r is ) . P a ra  as diluições de ví
rus e sôro foi usado um  tam pão 
constando de partes iguais de solu
ção de H anks e T ris. HC1 0,1 M, 
pH 7,5 (=  T ris H a n k s /T ris ) .

3 — Amostras de vírus

Foram  utilizadas as am ostras de polio
vírus tipo 1, M ahoney e CHAT, esta últim a 
um a am ostra  a ten u ad a  usada p ara  a v a 
cinação o ral.

4 — Cultivo de amostras ãe vírus resisten
tes e inibidores

A am ostra  M ahoney é sensível à ação 
in ibidora do sôro bovino n.° 8 (SB 8 ). A 
am ostra  CHAT é sensível à  ação inibidora 
do sôro bovino n.° 12. De am bas foram
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isoladas variantes, as quais são resisten 
tes à ação inibidora dos soros respectivos. 
Estas varian tes foram  isoladas da seguin
te m aneira: as am ostras de vírus foram  
cultivadas em células de rim  de m acaco, 
em presença do sôro bovino inibidor e após 
cérca de 10-15 passagens, foi determ inada 
a sensibilidade das am ostras em testes de 
neutralização (cinética), segundo técnica 
ad ian te  descrita . Q uando a  população de 
vírus de um a determ inada passagem  ap re 
sentava um a já  d im inuta  sensibilidade à 
ação do sôro, a seleção passou a ser rea li
zada no sistem a de gel de hidróxido de 
alum ínio (30, 31) . F inalm ente foram  isola
das am ostras resistentes, pela m ultip lica
ção de placas isoladas obtidas sob ag ar. A 
obtenção final das am ostras de vírus foi 
realizada n a  ausência de sôro.

5 — Marcação das amostras ãe vírus com
32p

U saram -se técnicas an terio rm en te  des
critas após padronização adequada (16, 31).

6 — Soros

Soros de bovinos adultos foram  obtidos 
em m atadouros. Im une-anticorpo  do tipo 
19 S de coelho contra  o vírus da poliomie- 
lite foi preparado de acôrdo com Svehac 
(26) e testado an tes do uso, em relação a 
sua sensibilidade ao 2-M ercapto-E tanol.

Im une-anticorpos do tipo 7 S igualm en
te  de coelhos, foram  obtidos a través im u
nizações com vírus com altos títu los i .m . e 
i.v . e fracionados em DEAE-Celulose an tes 
do uso (7) . Anticorpos precip itan tes p ara  
globulina bovina foram  obtidos através a 
imunização de coelhos com cêrca de 20 ml 
de globulina bovina, a qual não possuía 
atividade inibidora contra  as am ostras 
CHAT e M ahoney.

7 — Testes ãe neutralização

Foram  realizados segundo as técnicas de 
Dulbecco e t cols. (6) . O títu lo  é expres
so em p fu /m l.

8 — Titulação dos soros em cultura ãe te 
cidos

A atividade Inibidora pode ser tam bém  
determ inada em cu ltu ra  de tecidos, em tu 

bos, a través a  im uno-inativação, G ard  (9) . 
O títu lo  fina l do sôro é en tão  definido como 
um a diluição n a  qual 50% dos tubos ino- 
culados m ostram  um  efeito citopatológico 
em presença de 10-15 TCID50. Êste m éto
do resu lta  em valores m enos exatos, pois 
após a  4.° dia de incubação, um a fração  de 
partícu las não neu tra lizadas ocasiona a 
destruição das células.

9 — DEAE — Celulose

Os soros foram  dializados por um a no i
te  con tra  tam pão de fosfato 0,02 M em pH 
8,0. As colunas (10 cm de a ltu ra  e 1 cm de 
diâm etro) foram  lavadas com o mesmo 
tam pão, cuidadosam ente, a té  que pH u n i
form e foi alcançado. Após adição de 2 ml 
de sôro, eluados foram  obtidos com a  ad i
ção de porções de 2 m l de tam pão as quais 
possuiam  m olaridade crescente e valores de 
pH decrescentes. Cada coluna forneceu 
cêrca de 40 frações, den tro  das quais tôda 
a ativ idade ótica pode ser de term inada. As 
m edidas foram  realizadas com um  fotôm e- 
tro  Zeiss (tipo PMQ II) em um  com pri
m ento de onda de 280 m ^. De cada fração 
foram  m edidas, além  disso, a ativ idade in i
bidora em cu ltu ra  de tecidos e em testes 
de adsorção .

10 — Sephaáex G-200

15 g do produto foram  dissolvidos em 
cêrca de um  litro  de tam pão  (0,1 M NaCl e 
0,1 M tam pão Tris, pH 8,0) e cuidadosa
m ente lavados, com o mesmo tam pão, em 
um a coluna de vidro (5 x 40 cm) . 5 m l de 
sôro dialisado contra  o mesmo tam pão fo
ram  adicionados à coluna e frações de 5 ml 
consecutivam ente colhidas. As frações fo
ram  investigadas como acim a descrito.

11 — Graãiente ãe sacarose

Soluções de sacarose de 40%, 32%, 24%, 
16%, e 10% (g /vo l.) em água b i-destilada, 
foram  cuidadosam ente superpostas n a  tem 
p e ra tu ra  am biente, em um  tubo de cen tr í
fugo, 0,8 m l de cada solução. Após um a 
noite a  4° C, ad icionaram -se 0,5 m l de 
to ta l e Bayol 55 (Esso Co.) Os tubos foram  
centrifugados em um a cen trífuga  Spinco 
(B eckm an-Instrum ents, R otor SW 39) por 
8 horas a 38.000 r .p .m .  As frações foram  
colhidas, após perfuração  do tubo com um a
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agu lha  16. C ada fração (6 gôtas) foi co
lh ida  em  água e investigada p a ra  sua  den
sidade ó tica e atividade inibidora.

12 — Tratamento com 2-Mercapto-Etanol

As substâncias inibidoras presentes no 
sôro forain  investigadas de acôrdo com as 
técnicas de Svehag (26) . Os soros foram  
incubados n a  presença de 2-M ercapto-E ta- 
nol (concentração fina l 0,2 M) por um a 
noite a 4o C. A ação do 2-M ercapto-E tanol 
foi estudada no sistem a gel de hidróxido de 
alumínio, usando-se 32P-Vírus, como será 
descrito no capítulo I I I . (4) .

13 — Técnica de adsorção em gel

E sta  técnica foi u sada  p a ra  determ inar 
a a tiv idade de anticorpos de coelhos ou dos 
inibidores presentes no sôro de bovinos, se
gundo m étodos já  descritos (31).

14 — Gel de hidróxido de alumínio

Nas concentrações usadas (0,6 m g/m l) o 
gel é estável e adsorve, en tre  os pH 5,0 e 
9,0 e em concentração de fosfato de 0,005 M, 
quase com pletam ente as partícu las de vírus 
da  poliom ielite.

15 — Técnicas de absorção de soros

As absorções de atividades de soros fo
ram  realizadas com vírus não  m arcados e a 
atividade residual tes tad a  com vírus m a r
cados, como acim a descrito.

16 — Técnicas de precipitação

Em pregaram -se os m étodos de G erloff et 
cols. (10) com am ostras m arcadas de po
liovírus, resistentes e não resisten tes à 
ação de soros inibidores.

17 — Dissociação pelo pH

A dissociação por ação do pH de com
plexos v írus-anticorpos ou v írus-inibidor 
realizaram -se basicam ente segundo as téc 
nicas de M andei (17). As m istu ras foram

aju stad as a um  pH ácido e assim m an ti
das por 30 m inutos a  tem pera tu ra  am 
biente. O p íl  foi en tão  reconduzido a  va
lores de neu tra lidade  através tam pão do 
T ris. HC1. Os produtos de dissociação fo 
ram  então  exam inados através a adição do 
tam pão fosfato /T ris e gel de hidróxido de 
a lum ín io .

18 — .Determinação áa atividade do °-P

As m edidas da radioatividade foram  rea 
lizadas por meio de um  aparelho de fluxo 
de m etano em conexão com cam biador au 
tom ático de am ostras e um  contador de 
impulsos (equipam ento da  firm a Friesac- 
ke & Hoepfner, n.o 407). As provas para  
contagem  foram  colocadas em cápsulas de 
m eta l e sêcas em forno após a  adição de 
um a gôta de Arlacel, visando m elhor un i
form idade de distribuição n a  superfície. 
Via de reg ra  con taram -se  pelo menos 1000 
im pulsos.

RESULTADOS

1 — Fenômeno básico

32P-poliovirus (M ahoney) quando em 
presença de um  excesso de anticorpo im u
ne de coelho dos tipos 19-S « 7-S e um 
controle ,contendo sôro norm al de bovino 
livre de inibidores, ao ser estudado no sis
tem a de gel de hidróxido de alumínio, apre
sen ta  o seguinte com portam ento. (Fig. 1).

Enquanto  que o vírus incubado com sôro 
de bezerro liga-se fracam ente  ao adsorven- 
te, as m istu ras vírus e anticorpos 19-S e 
7-S unem -se m ais fortem ente e em dife
ren tes m aneiras ao gel. Complexos form a
dos por vírus e anticorpos 7-S ligam -se 
m ais fortem ente do que os complexos ví- 
rus-19-S . As curvas de eluição obtidas com 
o mesmo sôro são constantes, elas variam  
ao serem  usadas outros soros em cêrca de 
m ais ou m enos 10% do valor do fosfato 
que produz 50% de eluição. É possível de
m onstra r que complexos vírus-anticorpos e 
não vírus livre eluem do adsorvente.

2 — Comportamento de soros de bovinos

Diferentes soros bovinos, após inativa-
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M F o s f a t o

F igura  1 : — C urvas de elu ição  de com plexos fo rm ados com ;l- P -p o lio v iru s am ostra
Mahoney com im uno-an tico rpos tip o  7 S e V.) .S. C ontro le: C om portam ento de v iru s ap ó s 
incubação com sôro de bezerro liv re  de in ib id o res .

Os valo res de fo sfa to  ass in a lad o s  correspondem  a concentração fin a l $obrenadante„ ap ó s
a  cCJitrifugação do gel de h id ro x id o  de a lu m ín io . O v a lò r  100% de oluicão é dado pela
a tiv id ad e  no sob renadan te  da  m is tu ra  v iru s-sô ro  de bezerro em  0,2 M de fo sfa to .

M F o s f a t o

d i fc rcn U n s  s*>ros d e  b o v i n o  e m  c o m p a r a ç ã o  e . n u  m i s t u r a s  v i r u s - s ô r o  d e  b e z e r r o  c o m o  c o n t r o l e .  
F i g u r a  2 :  C u r v a s  d e  e l u i ç ã o  d o  v i r u s  M a h o n e y  c o m  :i- P , o q u a l  f o i  i n c u b a d o  c o m
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ção a  56° C por 30 m inutos, fo ram  da  m es
m a m an eira  acim a descrita  investigados.

Em  alguns soros, como m ostrado n a  F i
g u ra  2, dem onstrou-se a  presença de subs
tân c ias  as quais conduziram  a  um a forte 
un ião  do vírus do adsorvente. A posição 
da  curva de eluição corresponde aproxim a
dam ente  à  posição das curvas de eluição 
dos complexos de vírus com anticorpos tipo

19 S . Um desvio d a  curva p a ra  valores 
m aiores do que 0,06 M de fosfato não foi 
observado nem  mesmo com a  adição de 
quantidades m aiores do sôro bovino, após 
um a p rim eira  incubação, a  37° C por um a 
ho ra . A com paração en tre  os soros exam i
nados m ostra  um a diferença  insignificante 
nas  curvas de eluição obtidas.

52 DIL. SORO
F igura  T itulação. de um  sôro  in ib id o r  no  sistem a gel e h id ro x id o  de a lum ín io

O .ncen tração  d e  fosfa to  =  O.Olfi M. V alor 100% =  elu ição  do um a m is tu ra  v iru s-sô ro  dc 
f/ozcrro. A d ilu ição  do sôro d<* 1/52 represen ta  um a UIC (unidade, in ib id o ra  c ro m a to g rá fica ) .

A ativ idade presen te nos soros bovinos é 
que m odifica a  eluição do poliovírus tipo 1 e 
pode tam bém  ser titu lad a  no mesmo siste
m a do gel de hidróxido de alum ínio, desde 
que seja m an tid a  um a concentração de 
fosfato n a  qual h a ja  seguram ente adsor- 
ção ao gel e se ja  o  sôro diluído convenien
tem ente. A posição da  curva passa então 
a  ser função da  diluição do sôro. Como t í 
tulo do sôro considera-se a diluição que 
causa um a eluição de 50% no controle. 
N esta diluição o sôro contém  por definição, 
um a unidade in ibidora crom atográfica 
(UIC) por m ililitro .

3 — Comparação da atividade inibidora 
em teste de neutralização e em teste  
de adsorção em gel.

É necessário prim eiram ente provar que 
a m esm a substância que m ostra sua a ti
vidade no teste  de crom atografia em gel é 
capaz de in ib ir a m ultiplicação de vírus em 
testes de neutralização.

a — Correlação ãe títulos

20 diferentes soros de bovinos foram  t i 
tulados em testes de neutralização (células 
de rim  de m acaco em tubos) e ao mesmo 
tem po no sistem a de adsorção em gel. O 
resultado é apresentado n a  F igura  4. Con
siderando a m argem  do êrro do sistem a 
biológico e a dificuldade de le itu ra  do efei
to citopatogênico após a 4.° dia da  incuba
ção, observa-se um a boa correlação entre 
os títulos através os dos métodos. Êste fato
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<1:4 1:4 f.»  1:16 1:32 V.SÍ. 1:12»

T ítu lo  no S is te m a  Gel Hidr. AL.

F ig u ra  4 : —  T itu laçã o  do 20 sôros bov inos em  testes de n eu tra lização  em  célu las  de 
r im  de m acaco (teste em" tu b o s =  le itu ra  no  d ia ) e p a ra le lam en te  em sis tem a gel do h id ro - 
xido d c  a lu m ín io , usando-se a  am o stra  M ahoney de p o lio v íru s .

Frações (  2 m l)

F ig u ra  5 : — D esdobram ento  em  DEAE-Celulose de u m  sôro  de bovino contendo su b s tâ n 
c ias in ib id o ra s . A lin h a  m o stra  d ensidade  ó tica em  280 m u . O títu lo  d as d iferen tes frações 
fo ram  d e term inadas em sis tem a de gel de h id ro x id o  de a lu m ín io  e em  teste  de n eu tra lização  
cm célu las d a  r im  d e  m acaco. A a tiv id ad e  d o  sôro, m ed ida  nos do is  sis tem as encontra-se 
n as m esm as frações.
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deve ser considerado como prim eira  in d i 
cação de que a atividade in vitro  está li
gada d iretam ente  ao inibidor.

b — Um a correlação sem elhante  realiza
d a  com as frações;'colhidas após a sep ara
ção em DEAE-Celulose de um  sôro in ib i
dor de bovino, m ostra  (Figura 5) que n a  
fração 7 S nen h u m a ativ idade inibidora 
pode ser determ inada, porém  nas frações 
colhidas posteriorm ente correspondentes as 
m acroglobulinas, um  efeito inibidor é cla
ram ente  dem onstrado. Assim observa-se 
que a  atividade inib idora encon trada  nos 
dois sistem as de teste, in vitro e in vivo, 
dem onstra-se nas m esm as frações do sôro, 
o que é um a indicação a  m ais de que se 
t r a ta  da m esm a substância .

c — Poliovírus tipo 1, am ostra Mahoney, 
foi neutralizado através o sôro de bovino 
n.o 8, porém  um a m u tan te  em presença 
dêste sôro e que cham arem os bo 8 é re 
sisten te  à  ação do sôro acim a. Êste fato  
pode ser observado n a  figura 6 onde é apre
sen tada  a cinética da neutralização das 
duas varian tes de v írus. A am ostra M aho
ney bo ! é inativ idada pelo sôro bovino n.° 8 
em cêrca de um  logaritm o (O cará ter da 
fração residual não  ina tivada  pelo sôro será 
posteriorm ente e s tu d a d o ). Em presença do 
sôro de bezerro o mesmo virus será apenas 
ligeiram ente afe tado . A am ostra  bo 8 não 
é ina tivada  nem  pelo sôro de bezerro nem 
pelo sôro bovino n.° 8. (Fig. 6 a ) .

F igura  Oa: — Cinética na  n eu tra lização  de am o stras  de p o lio v íru s Malioncy scusivrl 
( b o + )  e resis ten tes (bo 8) ebn tra  o m esm o sôro (SB 8 ). O sôro age con tra  u am ostra 
sensível e a fração  não  ne.utralizável é r e c o n h e c í v e l .  A am ostra  resis ten te  nao  é atingida 
pelo  sôro .

O exame das duas am ostras de vírus após 
m arcação com isótopos fornece resultados 
sem elhantes (F igura 6 b ) . A am ostra  resis
ten te  de poliovírus bo 8 com porta-se de m a
n e ira  sem elhante  no teste  crom atográfico

quando m istu rada  com sôro de bovino n.° 8 
bem  como após incubação com sôro de be
zerro . C om portam ento sem elhante apresen
ta  a am ostra  M ahoney quando incubada 
com sôro de bezerro.
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F igura  6 b : — C om portam ento  d a s  am o stras  Mahoney bo8 e bo4- no sis tem a de gel de 
h td ro x id o  de a lu m ín io . A am o stra  resis ten te  n ão  é lig ad a  ao in ib id o r, porém , liga-se aos 
an ticorpos 10 S e 7 S. A am o stra  sensível liga-sc ao in ib id o r, bem  como aos an tico rp o s 
11* S e 7 S. Controle: E lu ição  d a s  d u a s  a m o s tra s  n a  presença  de sôro  de b o v in o .

F igu ra  7: - -  Sedim entação da  a tiv id ad e  in ib id o ra  em grad ien te  de sacarose  (8 horas, 
38.000 r . p . m . ,  Uotor Spinco S W 39, concentrações de sacarose 10% , — 40% . A a tiv id ad e  
do sôro tvítá in teiram ente con tida  n as frações anais p esad as.
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Além disso veriíica-se que, tanto as 
amostras resistentes como as sensíveis, con
tinuam sendo neutralizadas pelos anticor
pos; 19 S e 7 S preparados em coelhos, o que 
corresponde exatamente ao comportamento 
das mesmas amostras em testes de neutrali
zação em cultura de tecidos.

4 — Caracterização do inibidor

As substâncias inibidoras do sôro de bo
vino foram estudadas com mais detalhe vi
sando sua caracterização. As titulações da 
atividade inibidora foram realizadas in vi- 
tro, tendo em vista uma maior exatidão. O 
fracionamento em DEAE Celulose (Figura 
5) e o comportamento no sistema de gel 
de hidróxido de alumínio (Figura 2) forne
ceram as primeiras indicações de que o ini
bidor pertence à classe das macroglobuli- 
nas. A investigação da sedimentação do 
inibidor em gradiente de sacarose confir
mou esta hipótese. (Fig. 7).

No sistema de filtração em gel com Se- 
phadex G-200, comporta-se a substância 
inibidora igualmente como globulina séri- 
ca do tipo 19 S.

2-Mercapto-Etanol inativa globulinas 
do tipo 19 S embora não especificamente, o 
que não dá ao teste o valor de identifica
ção de globulinas. A atividade inibidora nos

soros de bovino foi totalmente destruída 
após incubação com 2-Mercapto-Etanol. 
(Tabela 1). 2 ml de sôro bovino diluídos a 
1/3 foram misturados com 2 ml de 2-Mer
capto-Etanol (0,4 M) e guardados uma noi
te a 4°C. Desta mistura 0,2 ml foram mistu
rados com 0,2 ml de 32P-Poliovírus mar
cado e incubados durante uma hora a 37° C. 
Adiciona-se 2 ml de tampão fosfato/Tris, 
0,04M, 1,6M de tampão Hanks/Tris e 1 ml 
ae gel de hidróxido de alumínio. Após 10 
minutos à temperautra ambiente o tubo foi 
centrifugado e a radioatividade do sobrena- 
dante medida como já descrito. (Tubo A ). 
Como controle foram preparados os se
guintes tubos os quais foram de maneira 
semelhante tratados: Tubo B: 2 ml de sôro 
de bovino com 2 ml de tampão Hanks/Tris; 
Tubo C: 2 ml de tampão Hanks/Tris com 
2 ml de 2-Mercapto-Etanol (0,4 M ); Tubo 
D: 2 ml de sôro de bezerro com 2 ml de 
2-Mercapto-Etanol (0,4 M ). Os resultados 
são apresentados na Tabela 1.

Após 24 horas de ação, o inibidor foi des
truído. No tubo A aparece o vírus no so- 
brenadante após centrifugação do gel de 
hidróxido de aluminio e no controle B 
permaneceu o complexo vírus-inibidor li
gado ao hidróxido de alumínio. No contro
le C é determinado se o 2-Mercapto-Etanol 
tem alguma ação na adsorção do vírus ao 
hidróxido de alumínio e em D o vírus elui

»  -■-# O tns idodc o'tico tm  2 6 0  m

X ------------ x  A liw jdo í#  inibidora do soro contra ooliovirgs no sistema 9 1 ! d« hidro*xido d« alum ínio.

F ig u ra  8 : —  Separação de um  sôro  bovino a trav és a  f iltra ç ã o  e(m Gt‘1 de Sephadc G-200.
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norm alm ente do hidróxido ãe alum ínio 
quando em presença do 2-M ercapto-E tanol 
e um  sôro não inibidor.

Tabela 1

Ação de 2-M ercapto-E tanol sôbre soros de
bovino inibidores

Tubo A
■■

Tubo B
j . .
j Tubo C
i
i

Tubo D

786 #
(100%)

93
(12%)

1
j 786
! (100%)

| 726
j (94%)

#  Im pulsos/M inuto.

5 — Investigações sôbre a ligação entre o 
vírus e o inibidor

Os inibidores contidos nos soros de bovi
no estudados com portaram -se como m a- 
croglobulinas do tipo 19 S não  som ente em 
DEAE-Celulose, em filtração  em gel, em se
dim entação em u ltra -cen trifugação  e em 
presença de 2-M ercapto-E tanol, como ta m 
bém  n a  m aneira  pela qual se ligam  à  su 
perfície do vírus. Com a a ju d a  do sistem a 
de gel de hidróxido de alum ínio, investigou - 
-se a  labilidade do complexo vírus-inibidor 
em diversos valores de pH, em com para
ção a  complexos sem elhantes obtidos com 
vírus e anticorpos 7S e 19 S de còelhos. 
:!2P-Poliovírus m arcado foi incubado com 
soro de bovino contendo inibidor, e com 
soros de coelhos contendo im une-anticorpos 
7 S e 19 S, tra tad o s posteriorm ente com 
diversos tam pões ácidos e finalm ente  exa
m inados no sistem a de gel-adsorção.

F igura  9 : —  D issociação do com plexo V irus-in ib idor, v iru s  l'J S c v iru s  7 S  im une- 
-an tícorpos, p<\Ia ação do p H . C ontro le: v iru s-sô ro  de  bezerro . Tam bém  u sa d o s: T am pão 
de g lic ina  0,1 M (pH 2,0 e pH  3,0), tam p ão  de  acetato  0,2 M (pH  4,0 5,0 e 5,5), tam pão  <ic- 
fo sfa to  0,05 M (pH  5,0) o tam pão  de H a n k s /T ris  (pH  7,0).
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E ntre  os valores de pH 4,0 e 5,0 desfaz-se 
a  ligação en tre  o vírus e o inibidor e en tre  
o vírus e os anticorpos 19 S, de m aneira  
que o vírus, n as  concentrações de fosfato 
usadas, elui da  m esm a m aneira  do que no 
controle. Os complexos contendo anticorpos 
7 S desfazem -se som ente em valores de pH 
m ais baixos. O inibidor com porta-se assim  
da m esm a m aneira  que os anticorpos 19 S 
em relação à ligação a  superfície do vírus 

A cinética da  neu tralização  e a  análise 
dos produtos de reação en tre  poliovírus e 
soros contendo inibidores fazem  supor que

os vírus sensíveis à ação de inibidores a êles 
se ligam, enquanto  partícu las resistentes de 
vírus perm anecem  livres no meio. P a ra  es
clarecer êste aspecto, vírus m arcados foram 
m isturados com inibidores e em seguida 
precipitados com antig lobulina de bovino 
p reparada  em coelhos (“Coom bs-test”) . O 
soro de bovino usado p a ra  a im unização dos 
coelhos não  con tinha  inibidor p a ra  polio
vírus .

Os resultados podem ser analisados na  
Tabela 2.

TABELA 2

Precipitação da  am ostra  M ahoney bo+ e bo 8 após incubação com sôro de bovino n.° 8 
e sôro de bezerro com antig lobulina de bezerro p rep arad a  em coelho (“Coom bs-test”) .

bo 3 +SBez. | bo 8 +SB8 j Do -SB ez. do  SB8

A. gl. Bov. i  725 #  650 365 310

i

S. Bez. 625 j 625 1 335 63

#  Im p/M in . S. Bez. =  Sôro de bezerro
A. gl. Bov. =  A nti-globulina bovina SB 8 -- Sôro de bovino n. 8

As am ostras de vírus sensíveis bo+ fo
ram  precip itadas no teste  quando ligadas 
ao inibidor, perm anecendo no sobrenadante  
quando em presença de sôro não inibidor.

A am ostra  resisten te  de vírus não  foi 
p recip itada o que leva a  conclusão de que 
esta ú ltim a não  se liga ao inibidor pelo 
m enos em quantidade detectável pelo sis
tem a de trab a lh o  em pregado.

Na figura 6a foi m ostrado que um a de
term inada fração infecciosa não é n e u tra 
lizada pelo inibidor. E sta  ativ idade resi
dual que eqüivale a  cêrca de 10% do t í 
tulo de vírus inicial perm aneceu mesmo 
quando m aiores quantidades de soro fo
ram  adicionadas à suspensão de v írus.

Visando esclarecer a na tu reza  desta f ra 
ção, investigou-se se ela liga-se ao inibi
dor in vitro  ou não . Vírus m arcado foi 
incubado com um  soro inibidor. Em se
guida a  m istu ra  foi diluída 1/10 e levada 
ao sistem a de gel de hidróxido de alum í
n io. A radioativ idade e a infecciosidade 
foram  determ inadas no eluato.

Os resultados são m ostrados na  figura 10. 
Verifica-se aue a  fração infecciosa residual 
com porta-se como um  complexo vírus-ini- 
bidor, ou seja, esta fração liga-se p rim aria
m ente ao inibidor e esta  ligação secunda
riam ente  é dissociada quando da determ i
nação do títu lo  infeccioso ou então esta 
fração  perm anece infecciosa apesar de es
ta r  un ida  ao inibidor.
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F igura  10: - -  T itu lação  da in feceiosidade em m is tu ra  de M P -p o lio v iru s Mahoney e sôro 
bovino in ib id o r  (n'> 4) ou sôro de bezerro  liv re  do in ib id o r, após crom ato g rafia  em gel de 
h k iro x u lo  de a lu m ín io .

E. max. com in ib id o r ) :  4,6x10* P F U / m l ;  K. m a x .  (m is tu ro  con trô le ) :  4,6x10®
I>Fl7rnl .

Figura 10

A possibilidade de que a dissociação do 
complexo vírus-inibidor tenha ocorrido de
vido ao fator diluição é improvável, uma vez 
que experiências colaterais mostraram que 
em misturas diluídas 1/100 e assim man
tidas por 1 a 2 horas antes da cromatogra
fia mantêm-se seus componentes igualmen
te fortemente unidos, como quando diluí
dos a 1/10.

Substâncias contidas ao agar adicionado 
às culturas para determinação do título in
feccioso (método de placas) poderiam de
sempenhar um papel dissociador do com
plexo vírus-inibidor na experiência apre
sentada na figura 10. Esta hipótese foi da 
seguinte maneira investigada:

Extratos de agar preparam-se segundo 
Agor e cols. (4). O preparo final não di
luído, diluído 1/10 e 1/40, mistuiou-se em 
partes iguais com uma mistura virus-sôro 
inibidor a qual tinha sido incubada ante
riormente a 37» C por uma hora, e em se
guida novamente incubada na mesma tem
peratura e pelo mesmo tempo. A fração In
fecciosa residual foi determinada pelo mé

todo de placas, sendo o agar usado nestes 
testes cuidadosamente lavado. Nenhuma di
ferença pode ser determinada em relação a 
um contrôle que não continha extrato de 
agar. Assim sendo, fica indicado que ex
tratos de agar, os quais contêm polissaca- 
rídeos sulfatados em razoável quantidade, 
não exercem ação dissociadora pelos menos 
nas condições estudadas.

6 — Diferentes especificidaães dos inibi
dores de soro de bovino

Pagano e cols. (20) mostraram que exis
tem soros de bovinos os quais apenas con
tra  a amostra CHAT, atenuada do tipo 1, 
exercem uma ação inibidora, não porém 
contra a amostra Mahoney.

Na figura 11, é mostrado que dos 26 soros 
soros estudados, 4 não mostraram qualquer 
atividade inibidora, 4 mostraram o com
portamento descrito por Pagano enquanto 
apenas um agiu contra a amostra Mahoney 
e não contra CHAT. Os demais mostraram 
uma ação maior ou menor contra ambas as 
amostras de vírus.
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F igura  11: 
bov inos contra

- • C om paração  do  titu lo  qm gel d e  h id ro x id o  de  a iu m in io  dc 26 sôro» de 
as am o stras Mahoney e CHAT d e  P o lio v íru s .

1 0 0

50

ConcsntroçÓo d« fosfato O.I6M 

Títu lo  do sôro não tro tado  
contra Mahoney •  CHAT 

Título do sôro opòs absorção 

com CHAT, contra CHAT t  

contra  MAHONEY.
A ----------a  T itu lo  do sôro após absorção
4  ̂ com o amostra MAHONEY centro

CHAT e MAHONEY. 1 ,
16 256

Di l .Soro

F ig u ra  12: - - Teste de abso rção  com  um  sôro  a tivo  co n tra  as am oatran  CHAT e Mahoney. 
T itu lação  do sôro  de  gel de h id ro x id o  de a l .  C oncentração de fo sfa to  0,016 M e titu lo  do 
sôro  após abso rção  com CHAT, con tra  CHAT e con tra  M ahoney.
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A diferente ação de soros bovinos con tra  
as duas am ostras de vírus deve ser devida 
a diferentes especificidades de pontos de 
adsorção p a ra  os inibidores n a  superfície 
do vírus. Ocorre por outro lado a pergun
ta  se nos soros com ativ idade contra  as 
duas am ostras de vírus existem  realm ente 
inibidores dotados de ativ idade específica, 
ou seja, se estam os d ian te  de m istu ras de 
inibidores com diferentes especificidades 
ou se êstes inibidores, por exemplo, contêm  
duas especificidades por m oléculas. Estas 
considerações levaram  à realização de te s
tes de absorção de capacidade inibidora 
sendo usados o sôro n.° 8, o qual apresen
tava  igual ação inibidora con tra  M ahoney 
e CHAT. Como apresentado n a  figura 12, 
a  absorção dêste sôro com CHAT não m o
difica apreciàvelm ente o títu lo  con tra  
Mahoney e vice-versa.

Da experiência acim a conclui-se que o 
sôro n.° 8 contém  um a m istu ra  de in ib i
dores, os quais ap resen tam  cada um  um a 
especificidade d iferen te . Além disso, con
clui-se que as am ostras M ahoney e CHAT 
não possuem nenhum  ponto de adsorção 
idêntico em relação aos inibidores con ti
dos neste sôro.

Em um a população de vírus M ahoney foi 
possivel selecionar um a am ostra  resisten 
te contra ação do soro de bovino n.° 8, 
am ostra esta que perm aneceu sensível à 
ação de outros soros bovinos ativos contra  
Mahoney. O mesmo ocorreu em relação à 
um a m utan te  resisten te  da am ostra  CHAT. 
Dêstes resultados, pode-se concluir apenas, 
pelo menos até  o m omento, que os in ib i
dores contra a  am ostra  M ahoney não são 
homogêneas em relação à sua especifici
dade, de m aneira  que deve supor-se a exis
tência de vários pontos de absorção na  
superfície da p artícu la  do vírus p a ra  os 
diferentes inibidores.

DISCUSSÃO DOS RESULTADOS

Dos diversos inibidores citados n a  lite 
ra tu ra  os quais agem sôbre a m ultip lica
ção do vírus da pólio (veja Introdução) 
são os descritos por Takem ori os a té  hoje 
melhor estudados (29) . A possibilidade de 
serem êstes inibidores estudados por técn i
cas idênticas às usadas p ara  a de term ina
ção de anticorpos neutralizan tes, faz supor 
que a  ação dos inibidores se faz d ire tam en
te sôbre a p artícu la  de vírus. Pagano e cols.

(21) m ostra ram  que a  ação in ib idora está 
localizada n a  fração m acroglobulina do 
soro, a través filtração  em Sephadex G-200. 
Além disso, a  precip itação da fração globu
lin a  tam bém  precip ita  a  ativ idade inibidora.

Estas observações conduziram  à  hipótese 
de que os inibidores p resen tes no sôro bovi
no seriam  m acroglobulinas cham adas a lgu
m as vêzes “anticorpos n a tu ra is”. E sta  deno
m inação põe em relêvo nosso desconheci
m ento da sua origem, bem como do grau  de 
especificidade do antígeno que provoca seu 
aparecim ento . Os “anticorpos n a tu ra is” são 
encontrados por exemplo no sô r j de coe
lhos, não sendo possível distingui-íos, sob 
o ponto de vista de sua na tu reza  e capa
cidade de reação, dos anticorpos do tipo 
19 S que são obtidos quando se in je ta  no 
mesmo anim al pequena dose de poliovírus 
e se colhe o sangue poucos dias após (25).

Os inibidores presentes em soro de bovino 
apresen tam  porém  um a carac terística  que 
os distingue dos anticorpos de m acroglobu
lina : é possível obter m u tan tes  de polio
vírus as quais não m ais são sensíveis à 
ação dos inibidores. E estas m u tan tes tan to  
podem ser selecionadas em laboratório , co
mo ser encon tradas n a  na tu reza  populações 
de vírus resistentes con tra  um  determ ina
do sôro. Êste fa to  pode ser usado p ara  
estudos genéticos de recom binação (13) bem 
como p a ra  identificação de am ostras (20).

P a ra  estudos com inibidores, as técnicas 
comuns de investigação, ou seja, a  determ i
nação da  infeceiosidade residual através 
testes de neutralização em cu ltu ra  de te 
cidos não  são recom endáveis.

1 — A inoculação das m istu ras de vírus 
com soros inibidores em células introduz 
vários fa tores de êrro provenientes destas 
ú ltim as. Por exemplo, a  determ inação  do 
grau de resistência de um a am ostra  de ví
rus apresen ta  resultados bem  diversos 
se fôr usada a m ultiplicação em presença 
do sôro contido em placas ou a de term ina
ção da cinética da neutralização  incubando 
o vírus an terio rm ente  ao sôro an tes da  ino
culação nas células p a ra  a obtenção de 
p lacas .

2 — A fração residual infecciosa, ou seja 
p artícu las não resisten tes que no en tan to  
a in d a  são capazes de produzir p lacas ou 
efeitos citopatogênicos mesmo n a  presen
ça de a ltas  concentrações de soro inibidor, 
d ificu lta  grandem ente a in te rp re tação  dos 
resultados.
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3 — A determ inação da especificidade de 
um  determ inado inibidor só é possível de 
ser je a lizad a  através testes de absorção com 
am ostras de vírus determ inadas. P a ra  isso 
são usadas de preferência  am ostras de 
vírus não inativadas, as quais, r o  entan to , 
ao serem  inoculadas no sistem a de células, 
trazem  dificuldades p a ra  a le itu ra  dos re 
sultados .

Pelos motivos acim a expostos, seria de 
grande utilidade o uso de um  sistem a p ara  
o estudo das relações vírus-inibidor, sem o 
etnprêgo de células em cu ltu ra .

Aplicamos neste  trab a lh o  um  método 
crom atográfico, o qual perm ite estudar a 
ligação en tre  vírus e inibidor e perm ite ta m 
bém  um a titu lação  da capacidade inibidora 
de um  sôro bem  como um a caracterização 
das substâncias inibidoras presen tes. Além 
disso, é possível com a  a ju d a  dêste teste  m e
lhor carac terizar a  fração residual infeccio
sa, sendo possível dem onstrar que a m esm a 
liga-se orig inalm ente ao inibidor. Foi a in 
da  possível realizar testes de absorção da 
capacidade in ib idora de soros com vírus 
nativo testando-se  em seguida o resto de 
a tiv idade com vírus m arcado .

O ponto de p a rtid a  do traba lho  consistiu 
em um  m étodo de trab a lh o  no qual os com
plexos v írus-anticorpos são ligados m ais 
firm em ente a  um  gel de hidróxido de a lu 
m ínio do que a  vírus liv re . E sta  ligação de
pende p rà ticam en te  com exclusividade da 
capacidade de ligação do anticorpo p re
sen te . (30, 31) .

Incubando-se 32P-poliovírus com soro 
inibidor de bovino, o vírus tam bém  se li
g ará  m ais fo rtem ente ao gel. Inicialm ente 
foi dem onstrado que o princípio ativo capaz 
de provocar esta  união m ais forte do vírus 
ao gel e ra  o próprio inibidor, após fracio- 
nam ento  em DEAE-Celulose, a través t i tu 
lações com parativas de soros de bovinos, e 
o estudo do com portam ento de am ostras 
sensíveis e resistentes de v írus. Além disso 
foi provado que o inibidor une-se ao vírus 
a través de precipitação do complexo vírus- 
-inibidor com antig lobulinas adequadas.

A caracterização por nós fe ita  dos in i
bidores de sôro bovino confirm am  e com
p letam  aquela fe ita  por Pagano e cols. 
(21). A crom atografia  em DEAE-Celulose e 
em gel de hidróxido de Al. fornecem  ele
m entos de prova p a ra  a  presença de sem e
lh an tes  propriedades de superfície dos in i
bidores e das m acroglobulinas 19 S. Além

disso a  íiltração  em Sephadex m ostra um  
tam anho  sem elhante, a  ultracentrifugação 
m ostra  um a igual velocidade de sedim en
tações e a  inativação pelo 2-M ercapto-Eta- 
nol indica a presença comum de estabiliza
dores m oleculares. A dissociação do com
plexo vírus-inibidor por baixos valores de 
pH corresponde exatam ente ao que ocorre 
com os complexos v írus-anticorpos 19 S. 
Com todos êstes elementos, é possível a fir
m ar, com grande segurança, que a  ação 
in ibidora dos soros bovinos está ligada a 
um a m olécula do tipo m acroglobulina.

A especificidade do inibidor constitui m a
té ria  de discussão. Existe a  possibilidade 
dos polissacarídeos presentes n a  molécula 
do anticorpo 19 S (cêrca de 12%) exerce
rem  um a ação sôbre a  união vírus-inibidor. 
Alguns polissacarídeos, como sulfato de dex- 
tran o  ou polissacarídeos encontrados no 
agar, exercem um a ação inibidora sôbre 
poliovírus, a  qual parcialm ente se deve a 
um a união do polissacarídeo ao vírus (17). 
De nossas pesquisas deduz-se que pelo m e
nos o polissacarídio de agar não exerce 
qualquer ação dissociadora sôbre o com
plexo vírus-in ibidor.

As experiências de absorção descritas su 
gerem  a  existência realm ente de inibido
res com diferentes especificidades ou seja 
inibidores dos quais é possível re tira r  um a 
especificidade con tra  a  am ostra  Mahoney 
por exemplo sem a lte ra r significativam en
te sua capacidade de un ir-se  à am ostra 
CHAT e vice-versa.

Nestas condições, p a ra  que os inibidores 
sejam  considerados idênticos aos anticorpos 
n a tu ra is  to rn a-se  necessário apenas de
m onstra r que é possível obtê-los através a 
im unização de anim ais com antígenos os 
quais possuam  um a e s tru tu ra  sem elhante 
à superfície do vírus da pólio. Por via pa- 
ren te ra l é possível obter anticorpos p ara  o 
vírus da pólio em  bovino (12). Não foi pos
sível a té  a  presen te d a ta  in fec tar anim ais 
com o referido vírus e nessas condições ob
te r um a form ação de anticorpos (14). T am 
bém não existem  descrições de imunização 
p aren te ra l de bovinos com am ostras resis
ten tes a inibidores.

O fa to  de que os inibidores são demons
trados principalm ente em soros de anim ais 
adultos e não em anim ais jovens, não sig
n ifica  de m aneira  irrefu tável que o caráter 
se ja  adquirido, podendo tra ta r-se  de um 
fenôm eno de m atu ração . Além disso não
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se deve generalizar os resultados aqui en 
contrados que represen tam  apenas alguns 
anim ais, testados con tra  apenas duas am os
tra s  de vírus.

A cham ada fração infecciosa residual já  
definida d ificulta  não só a  seleção de m u
tan tes  resistentes, como a  in te rp re tação  de 
experiências de recom binação e m utação 
espontânea. Nas pesquisas aqui descritas 
ficou dem onstrado que esta  fração  é o re 
sultado de relações com plicadas en tre  o ví
rus, o inibidor e possivelm ente o sistem a 
de células usado. Os resultados m ostram  
que esta fração está çm condições de li
gar-se ao inibidor. E sta  ligação resiste nas 
m anipulações do tes te  de adsorção, bem  
como a  ação dissociadora dos polissacarí
deos do agar. é  provável que as células 
mesmas tenham  um a ação dissociadora. 
Poder-se-á im aginar que a  fração residual 
constitui um a p a rte  da  população norm al 
de vírus, a  qual se une a  moléculas de in i
bidor de baixa atividade, e esta  união não  é 
liberada por inibidores de a lta  capacidade 
de união. N estas condições, p a rte  da  po
pulação de vírus está  su je ita  a  ser libera
da do inibidor com m ais facilidade, provà- 
velm ente como acim a exposta, pela própria 
célula ou por outros fatores a inda  desco
nhecidos .

O com portam ento da fração infecciosa 
residual após incubação com sôro inibidor 
de bovino corresponde exatam ente  aos da
dos obtidos por Philipson (22) em relação à 
fração infecciosa residual que se observa 
após incubação com poliovírus de im une- 
-anticorpos dos tipos 19 S e 7 S.

De um a população de poliovírus da am os
tr a  M ahoney a qual é inibida por um  de
term inado sôro bovino, foi possível isolar

um a am ostra  de vírus resisten te  ao re fe 
rido sôro, ocorrendo o mesmo em  relação 
à am ostra  CHAT. E stas am ostras resisten
tes perm anecem  sensíveis aos dem ais soros 
bovinos. Takem ori e t cols. (29) cultivaram  
m u tan tes  duplas resisten tes a  d iferentes 
soros bovinos. Dêstes resultados deve-se 
adm itir a  existência, n a  superfície da  p a r 
tícu la  de vírus, de d iferen tes pontos de li
gação p a ra  os inibidores. Surge en tão  a 
pergun ta : quais seriam  as relações entre 
êstes pontos e os pontos de ligação dos a n 
ticorpos tipo específicos p a ra  o vírus da 
pólio . Como m ostrado n a  figura 6b, estas 
m u tan tes de vírus perm anecem  sensíveis 
aos anticorpos 19 S e 7S. Isto  indica, em 
bora não  de m aneira  absoluta, diferentes 
pontos de união p a ra  os inibidores e os 
anticorpos. Sôbre a  e s tru tu ra  dos antígenos 
próprios de tipo n a  p a rtícu la  de vírus da 
pólio pouco é conhecido. Teoricam ente po
de-se adm itir a  existência de um  mosaico 
de com ponentes n a  superfície do vírus, os 
quais poderiam  m u ta r  individualm ente, sem 
que estas pequenas m odificações chegassem 
a  in flu ir n a  união do anticorpo tipo espe
cífico do vírus. Os inibidores do sôro bovi
no nestas condições, ligar-se-iam  apenas 
a  algum as p artes do antígeno cotai dei- 
do livres as dem ais p artes .

M últiplos pontos de união  n a  partícu la  
de vírus, as quais podem  m u ta r  separada
m ente, constituem  o ponto de p a rtid a  p a ra  
o desenvolvim ento de um  sistem a de análise 
da. superfície do vírus da pólio, que even
tualm ente te ria  aplicação p a ra  a  iden tifi
cação de am ostras de vírus conheci
dos, como já  descrito no caso da am os
t r a  CHAT (20).

S V M M A R Y

Inhibitors in some bovine ser a, active against Poliovírus type 1, 
strains CHAT and Mahoney, have been examinated in Al (HO)- gel sistem. 
The inhibitor belongs to the 19-S macro-globulins as could be shown by  
Sephaãex-200 gel filtration, fractionation through DEAE-Celulose anã centri-  
fugation in sucrose gradient.

Besides tha t the inhibitor could be destroyed through treatm ent with  
'J-Mercapto-Ethanol.

The inhibitor combines with the virus surface in absence of cells. The 
complex virus-inhibitor was precipitated by the use of anti-bovine-globulin  
serum; the complex virus-inhibitor dissociates by the same pH value as the  
complex virus-19 S antibody.

The author was able to show that by the neutralization of Poliovírus with  
bovine serum, in a cell system, the called “rest-infectiosity” (about 10% j
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represents a partial dissociation of virus particles which have been first bound 
to the inhibitor.

Resistent strains against specific bovine sera have been obtained. These 
strains, however, were stül sensible to other bovine sera, as well as to 19-S and 
7-S Polio antibodies. Through absorption experiments the presence of mo- 
no-specific activity of certain bovine sera, against the strains CHAT and 
Mahoney of Poliovírus has been shown.
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